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1. ANTECEDENTES

1.1. INTRODUCCION.

La sepsis se define como la presencia (probable o documentada) de infeccidon
acompafnada de manifestaciones de respuesta inflamatoria sistémica. La sepsis grave se
refiere a sepsis disfuncion organica asociada a sepsis o hipoperfusion tisular.
Hipotension inducida por sepsis se define por una presion sistélica menor a 90mmHg o
una presién media menor a 70mmHg, o una disminucion de la presion arterial sistdlica
mayor a 40mmHg, o menor a dos desviaciones estandar para la edad y sin otra causa
que explique la hipotension. El choque séptico se define como la hipotensién inducida
por sepsis y persistente a pesar de una adecuada reanimacion con liquidos.
Hipoperfusion tisular inducida por sepsis se define, como hipotension inducida por
infeccion, elevaciéon de lactato u oliguria. (Surviving Sepsis Campaign: International
Guidelines for Management of Severe Sepsis and Septic Shcok: 2012). El objetivo
terapéutico o el umbral limite para el uso de vasopresores es una presion arterial media

> 65mmHg.

1.2. EL ORDEN TEMPORAL Y EL SISTEMA CIRCADIANO

La ritmicidad es una de las caracteristicas mas ubicuas en la naturaleza, los ritmos
biolégicos se expresan desde organismos unicelulares hasta organismos multicelulares
mas complejos como las plantas y animales incluyendo al ser humano. La frecuencia en
la que se presentan estos ritmos bioldgicos va desde oscilaciones una vez por segundo
(ritmo electroencefalografico) varias veces por minuto (ritmo respiratorio, ritmo cardiaco)

hasta ritmos que oscilan una vez por afio conocidos como ritmos circanuales. El ritmo
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mas comun y notorio en la naturaleza es el que se presenta con una frecuencia cercana
a las 24 horas conocido como ritmo circadiano, (circa= cercano, dies= dia). Estas
oscilaciones son evidentes en todos los organismos incluyendo al ser humano (Panda y
col., 2002) y esta propiedad de organizacién temporal es el resultado de mecanismos
adaptativos, que responden a las variaciones temporales ciclicas como son el ciclo luz-
oscuridad, la temperatura ambiental, la disposicion del alimento etcétera (Rusak y

Zucker., 1975).

Existe un gran numero de variables fisiologicas las cuales presentan fluctuaciones
circadianas. La comprension de este fendmeno temporal ha abarcado un sin niumero de
estudios desde el punto de vista molecular tal como la participacién de genes llamados
‘genes reloj” en la generacion del orden temporal, hasta las manifestaciones

conductuales y fisioldgicas de este fendémeno.

El ndcleo supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ) es el responsable de la generacion de
dicha temporalidad, y sobre todo es capaz de sincronizar su funcionamiento a eventos
ambientales principalmente al ciclo luz-oscuridad, o que se conoce como sincronizacion
fética (Herzog y col., 1998; Klein y col., 1991). La informacién fética llega al NSQ a
través del tracto retino-hipotalamico el cual transmite informacion luminosa de la retina,
estableciendo asi una sincronizacion que consiste en una relacion estable entre el
tiempo externo y el interno. EI NSQ genera entonces un ritmo sincronizado al ambiente
externo y lo transmite al resto del organismo a través de multiples estructuras que
funcionan como efectores, principalmente el sistema nervioso auténomo (Buijs y cols.,
2001). El principal papel del sistema circadiano es mantener un orden temporal de los
diferentes procesos fisiolégicos y en armonia con las fluctuaciones diarias del ambiente

para permitir anticiparse a estos cambios predecibles y permitir mejor adaptacion. Es
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aqui donde la adecuada sincronizacion del reloj circadiano impacta sobre la salud (Buijs

y Kreier, 2006; Karlsson y col., 2001; Angeles-Castellanos y col., 2007).

La homeostasis general es regulada por estructuras hipotalamicas, que a su vez
transmiten sus sefiales por via humoral o nerviosa a los tejidos periféricos. Las
principales vias de tipo neural son las ramas simpatica y parasimpatica del sistema
nervioso autonomo y el balance de actividad entre ambas ramas lleva a una regulacion
adecuada y balanceada de las funciones viscerales (Buijs y col., 2001). A esta senal
homeostatica se suma la sefal temporal (cronostatica) generada por el NSQ que
transmite su ritmicidad a practicamente cualquier parametro fisiolégico a través de las
mismas vias. Estas fluctuaciones permiten a los individuos expresar niveles optimos de

cada funcién de acuerdo a la hora del dia.

1.3. SISTEMA CIRCADIANO ARRITMICO (SINDROME DE DESINCRONIZACION
INTERNA)

La pérdida de coherencia entre el medio externo y el reloj biolégico o entre el reloj
bioldgico y las sefales que transmite al resto del organismo resultan en el fenédmeno de
desincronizacion interna. Esta puede ser producida por una alteracion o dafo de las vias
de sincronizacion, la cual genera una sefal sincronizadora equivoca, segun la sefial de
fase en la que se dé. La velocidad con que el reloj se reajusta a esta nueva sefal es
lenta, produciendo el fendbmeno conocido como sindrome de “jet-lag” (Waterhouse y col.,
1997). En estas condiciones los ritmos circadianos dejan de coincidir con el horario
externo y por varios dias los osciladores hormonales y digestivos se mueven a diferentes
velocidades para reajustarse. La pérdida del orden temporal entre el ambiente y los
organismos se conoce como desincronizacion interna y es la causa de malestares

generales, del decremento en el desempefo mental, fisico, y de otros sintomas
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asociados. Otras consecuencias de la desincronizacion interna son, cansancio durante
el dia, menor grado de concentracion y alerta, desorientacion, asi como irritabilidad y
depresion. Son frecuentes también los desordenes gastrointestinales derivados de la
ingestidén de alimentos a un horario inusual, tales como indigestion, diarrea, constipacion,
acidez estomacal y riesgo de ulceras gastricas y duodenales (Waterhouse y col., 2004).
Por otro lado la pérdida de la relacion de fase entre el reloj biolégico y el medio externo,
redunda en una alteracién en la salida de sefales ritmicas o bien en la transmisién de
estas a los efectores, que da como consecuencia un desacoplamiento entre los tejidos
periféricos con el reloj. En el sindrome de desincronizacién interna, ademas de la
pérdida en la ritmicidad del ciclo suefno-vigilia también presentan una desorganizacion en
la alternancia entre estados de hambre y saciedad, generando sefales constantes y
arritmicas hacia el sistema circadiano que a su vez transmitiran senales arritmicas al
resto del organismo en particular a los procesos metabdlicos y en particular la perdida de
la alternancia entre estados anabdlicos y catabdlicos a lo largo del dia (Buijs y Kreier,
2006; Staels, 2006). Por lo anterior la hip6tesis de un sistema circadiano alterado en el
sindrome de desincronizacion interna, propone la pérdida en la ritmicidad de sefales

endocrinas y autbnomas que lleva a desarrollar un estado arritmico general.

1.4. RITMO CIRCADIANO DE MELATONINA

La melatonina es un aminoacido lipofilico derivado del triptéfano, sintetizada por la
glandula pineal, con un ritmo circadiano que mantiene niveles altos por la noche y bajos
durante el dia. También la melatonina es sintetizada en otros érganos, como la retina,
tracto gastrointestinal, el timo, la medula 6sea y el linfocito, pero sin mantener un ritmo
circadiano. La melatonina tiene una vida media muy corta y se metaboliza

principalmente a 6 — Sufatoximelatonina en el higado y se excreta por la orina. La
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melatonina esta involucrada en la regulacion del suefio, pero también con efectos
antiinflamatorios, antioxidantes y antiapoptéticos, al igual que interviene en mantener la
funcion mitocondrial (Leonardo Loreto et al., Journal of Critical Care, 2015), siendo
tipicamente inhibida entre las 7:00 y las 9:00 hrs coincidiendo con el pico de cortisol

endégeno (Bellapart J. et al., 2012).

La produccion y secrecion de melatonina es estimulada por fibras del nervio
postganglionico de la retina, que pasan a través del tracto retinohipotalamico hacia el
nucleo supraquiasmatico, luego atraviesan el ganglio cervical superior y finalmente
llegan a la glandula pineal. Este sistema neuronal se estimula con la oscuridad y se
inactiva con la luz (José llinait-Ferrer 2012). El ritmo circadiano de la secrecién de
melatonina es realmente controlado por un marcapaso enddgeno independiente situado
en el nucleo supraquiasmatico, pero la luz ambiental lo hace mas lento en forma dosis
dependiente (Hardeland R, Fuhrberg B. 1996). La hormona entra por difusion en el
torrente sanguineo, donde tiene un pico de concentracion entre las 02:00 y las 04.00 hrs
y luego, cae gradualmente durante el resto del periodo de oscuridad (José llinait-Ferrer,

2012).

La sintesis de melatonina en la glandula pineal esta controlada por el nucleo
supraquiasmatico que esta regulado por el ciclo luz/oscuridad a través del tracto
retinohipotalamico. Durante la noche, el nucleo supraquiasmatico envia sefiales neurales
a través de una via multisinaptica simpatica, la via retino — hipotalamica — pineal. Esta
via consta de los nucleos paraventriculares hipotalamicos, las células intermediolaterales
y el ganglio cervical superior, que se proyecta sobre la glandula pineal e induce en ella la

liberacidon nocturna de noradrenalina.



La union de la noradrenalina a sus receptores especificos situados en las membranas de
los pinealocitos (las células de la glandula pineal que segregan melatonina) promueve la
activacion de la sintesis de melatonina. La formacién de melatonina comienza con la
captaciéon del aminoacido triptdfano, procedente del torrente circulatorio. El triptoéfano es
hidroxilado en la mitocondria por la triptéfano hidroxilasa. La mayor parte del 5-HTP
resultante se convierte en serotonina en el citosol, gracias a la intervencion de una
enzima descarboxilasa. Tras ello, la serotonina es acetilada por la arilalquilamina N-
acetilserotonina; metabdlito que es O-metilado por otra enzima, la hidroxiindol-O-
metiltransferasa (HIOMT) lo que da lugar a la melatonina. Presenta ésta un perfil ritmico
de produccién proporcional al estimulo noradrenérgico nocturno, con valores minimos
diurnos y maximos nocturnos. Una vez sintetizada la melatonina, se libera al sistema
vascular, accediendo a fluidos, tejidos, compartimentos celulares, como el cerebro, la
saliva, orina, foliculos preovulatorios, semen, liquido amnidtico y leche materna. La
melatonina se metaboliza muy de prisa, fundamentalmente en el higado, eliminandose
por la orina. Su principal metabolito en humanos y roedores es la 6-sulfatoximelatonina,

que puede encontrarse en sangre y orina.

El ritmo diario de melatonina y corticosterona son los ritmos circadianos endocrinos mas
estudiados, debido a su amplitud pronunciada y a su sincronizacion reproducible de su
acrofase. La sintesis de melatonina tiene la ventaja de no ser influenciada por el estrés.
La sintesis y liberacion de melatonina sigue de forma precisa el fotoperiodo ambiental
dando una percepcién precisa de tiempo diario y anual al resto del tiempo (Reiter 1993).
También el incremento anticipatorio de corticosterona precede a cada periodo de

actividad de soporte del reloj biologico en la distribucion de las sefiales de tiempo. Sin



embargo la distribucion de estas sefales diarias parece no ser uniformes con el reloj

biolégico.

Aunque en un principio solo encuadré a la melatonina en la fisiologia circadiana y de la
reproduccion, estudios posteriores han permitido encuadrarla en otros aspectos de la
fisiologia intracelular independientes de su accion extracelular como hormona. Asi, se
observd que la melatonina es un potente depurador de radicales libres (Tan y colbs).,
1993). Tambien se han caracterizado receptores nucleares para la melatonina en
organos periféricos (Acuna-Castroviejo y colbs., 1993; Becker-Andre y colbs., 1994;
Wiesenberg y colbs., 1998) y en el sistema nervioso central (Acuna-Castroviejo y colbs.,
1993; Giguere y colbs., 1994; Carlberg y Wiesengerg, 1995); se observé la capacidad
que tiene la melatonina de unirse a algunas proteinas intracelulares como la proteina C
(Benitez King y colbs., 1996; Anton- Tay y colbs., 1998), la calmodulina (Leon y colbs.,
2000; Huerto-Delgadillo y colbs., 1994; Pozo y colbs., 1994), la calreticulina (Macias y
colbs., 2002; Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Acuna y colbs., 2002; Leon y colbs.,

2004; Leon y colbs., 2005).

1.5. MECANISMOS DE ACCION DE LA MELATONINA.

Debido a que se trata de una molécula altamente lipofilica, es capaz de atravesar
membranas celulares, y llevar a cabo funciones que otras moléculas mas hidrofilicas no
les es posible, ademas se ha podido observar que es capaz de acumularse en ciertos
compartimientos subcelulares como la mitocondria (Acuna y colbs., 2002; Acuna -
Castroviejo y colbs., 2003; Leon y colbs., 2004). Entre las funciones mitocondriales mas

importantes que posee la melatonina podemos encontrar: una funcion como antioxidante



de accién directa, como antioxidante de accion indirecta, una funcién sobre NOS y

acciones en la fisiologia mitocondrial.

Mas alla de la capacidad de la melatonina de interactuar junto a receptores o proteinas
intracelulares, debido a su capacidad antioxidante intrinseca, tanto la melatonina como
algunos de sus metabolitos van a ser capaz de depurar radicales libres de forma directa
(Acuna-Castroviejo y colbs., 2001; Reiter y colbs., 2003; Leon y colbs., 2004), tanto de
oxigeno (ROS) como de nitrogeno (RNS). Ademas, de la propiedad de depurar radicales
libres de forma directa la melatonina tiene capacidad antioxidante indirecta, y esto es
debido a que es capaz de estimular la expresion y/o actividad de algunas enzimas
antioxidantes, muchas de ellas muy importantes dado que se encuentran en la
mitocondria que es el organulo celular donde se producen mas del 90% de los radicales
libres (Yu y colbs., 1992). La melatonina es una molécula rica en electrones y puede
ceder uno de ellos al grupo hidroxilo (OH) (Tan y colbs., 1993; Tan y colbs., 2000),
originando un radical indolil; este radical indolil puede a su vez volver a depurar otro OH
transformandose en 3- hidroximelatonina ciclica, que se excretada por la orina, o
depurar un radical superoxido y originar otro metabolito activo de la melatonina, el AFMK
(N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina) (Hardeland y colbs., 1993; Poeggeler y colbs.,
1994). Tanto la 3-hidroximelatonina ciclica como el AFMK poseen también capacidad
antioxidante, aumentando por tanto el valor de la melatonina como potente depurador de
radicales libres (Acuna-Castroviejo y colbs., 2001;Reiter y colbs., 2003). La 3-
hidroximelatonina ciclica se excreta via urinaria y puede ser utilizado como indicador de

estrés oxidativo en el organismo vivo (Tan y colbs., 1998; Roberts y colbs., 1998).

En resumen sea por accion directa o indirecta, la melatonina es un potente antioxidante

con importantes propiedades para actuar en la mitocondria y, en consecuencia, proteger
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al ADN mitocondrial, las membranas lipidicas y las proteinas mitocondriales del dafio

oxidativo.

La melatonina presenta también efectos inmunoreguladores (Guerrero y Reiter, 2002;
Hardeland, 2008), entre ellos su efecto antiinflamatorio esta bien demostrado (Mayo y
colbs., 2005; Escames y colbs., 2006). En procesos inflamatorios agudos como la
sepsis, este aumento en la expresion de la INOS (Oxido nitrico sintetasa inducible) es
muy elevado (Escames y colbs., 2003; Lépez y colbs., 2006), sin embargo la melatonina
parece capaz de inhibir la activacién de NF-kB (Factor de transcripcion Kappa B)
(Cuzzocrea y Reiter, 2001; Guerrero y Reiter, 2002; Hardeland, 2008) y su translocacion
al nucleo (Chuang y colbs., 1996) puede actuar a nivel de las MAPKs (Mitogen-activated
protein kinases) (Cuzzocrea y Reiter, 2001), reduciendo de esta manera la induccion de
la expresion de la iINOS, siendo ademas capaz de reducir la expresion de la iINOS a nivel

transcripcion (Cuzzocrea y Reiter, 2001).

En varios modelos animales la melatonina ha demostrado proteger contra diversas
infecciones, bacterianas, virales y parasitarias, presumiblemente actuando a través de
varios mecanismos, como inmunomodulacion o actividad antioxidante directa o indirecta
(Srinivasan., 2010). La melatonina es un poderoso antioxidante que neutraliza radicales
superoxido, asi como otras especies de radicales de nitrégeno y que da lugar a una
cascada de metabolitos que comparten sus propiedades antioxidantes. La melatonina
también actua indirectamente para promover la expresion de genes de enzimas
antioxidantes y para inhibira la expresiéon de genes de enzimas prooxidantes (Reiter.,
2009). El choque séptico la expresién mas severa de la sepsis, es una condicion letal,
causada por una larga cadena inducida por patégenos de eventos secuenciales

intracelulares que ocurren en las células inmunes, epitelio, endotelio y sistema
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neuroendocrino. Los efectos letales del choque séptico estan asociados con la
produccion y liberacion de numerosos mediadores bioquimicos proinflamatorios, como
las citoquinas, oxido nitrico, ROS, especies de nitrogeno, radicales libres junto con el
desarrollo de apoptosis masiva. Los trastornos del suefio son comunes en el paciente
critico que presenta perdida del suefio monofasico, combinado con siestas diurnas
frecuentes (patrén de suefio vigilia irregular). Asi como una reduccién en las fases mas
profundas, mas restauradoras, tales como el suefio de ondas lentas (SOL) y el
movimiento ocular rapido (MOR) del suefio. Aunque las consecuencias de tal
fragmentacién prologada aun se desconocen del todo, pueden ser comparables con la
significativa morbilidad asociada a la privacion del suefio (Richards Bourne et al., Critcal

Care 2008).

La secrecidon nocturna de melatonina sincroniza el ciclo suefo vigilia y los ciclos luz-
oscuridad (Cajochec C et al., J Neuroendocrinol 2003, 15: 432-437) y la disrupcion de la
amplitud y secrecién oportuna de melatonina esta asociada a una reduccién del suefio
(Kuhlwein E. et al., BiolPsychiatry 2003). La reduccion de los niveles de melatonina en
plasma y la falta del ritmo de melatonina han sido demostrado en pacientes criticos
sometidos a ventilacion mecanica. La administraciéon de melatonina exdégena a mostrado
ser segura y efectiva en los trastornos del sueno y del ritmo circadiano (Arendt J. et al.,

Sleep Medicine Rev 2005).

Pocos estudios clinicos existe en la actualidad, que relacionan las alteraciones en los
niveles de melatonina en pacientes con sepsis, y en pacientes hospitalizados en terapia
intensiva, en un estudio prospectivo observacional (Shiho Yoshitaka et al,. 2013) que
incluyé a 40 pacientes en estado posoperatorio y que requirieron estancia al menos

durante 48 horas en la unidad de cuidados intensivos, se demostré el desarrollo de
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delirio en el 33% de los pacientes, y niveles significativamente bajos de melatonina en el
periodo posquirurgico (p= 0,036) en comparacion con los que no desarrollaron delirio.
Sin embargo los pacientes incluidos en este protocolo requirieron durante la fase de
estudio, el uso de propofol y ventilacion mecanica, los cuales ya han sido demostrados
como factores que intervienen en la disminucién de los niveles séricos de melatonina
(Avelino C. Verceles et al.,, 2012). Otro estudio (Perras et al., 2006) indicdé que la
secrecion fisiolégica de melatonina fue abolida severamente en los pacientes ingresados
a la UCI. Sin embargo, Mundigler y colaboradores en el 2002 describieron un patron
alterado en la secrecion circadiana de melatonina en pacientes de la UCI con sepsis (16
de 17 pacientes), y un ritmo circadiano preservado en pacientes de la UCI que no

presentaban sepsis (6 de 7 pacientes).

La disminucion de las concentraciones de melatonina en los pacientes con sepsis se ha
traducido en la instalacién de alteraciones en la fase del suefio que incluyen:
prolongacion en la latencia del suefio, fragmentacion y disminucion de la eficacia del
mismo, numerosos despertares y la disminucion o ausencia de la etapa MOR
(Movimientos Oculares Rapidos) (Friese et al., 2007; Elliott el al., 2013; Knauert et al.,
2014). Se ha demostrado que la pobre calidad del suefio y la inhabilidad para dormir
ocupan el segundo lugar como factores de estrés y ansiedad en los pacientes durante su
estancia en la UCI (Unidad de Cuidados Intensivos), lo que condiciona un ritmo
circadiano desorganizado y limitaciones (Novaes et al., 1999; Rotondi AJ et al., 2012;
Simini B., 1999). Diversos estudios han comprobado que dichas alteraciones son
potenciadas por factores relacionados con el individuo, como la preexistencia de los
desordenes del sueno, la edad, el dolor y la ansiedad, y con factores relacionados con el

ambiente de la UCI. El ruido, que de acuerdo a las recomendaciones de la Agencia de
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Proteccion Ambiental de los Estados Unidos deben de respetarse margenes de hasta 45
dB durante el dia y hasta 35 dB en la noche, sin embargo, se han documentado niveles
qgue superan los 80 dB, los cuales se han asociado con numerosos despertares durante
el suefio (Aaron et al., 1996); la exposicion a la luz, que se ha demostrado que niveles
tan bajos como de 100 a 500 lux pueden inhibir la secrecion de melatonina y causar
desequilibrios circadianos (Weinhouse et al., 2006); y las actividades intervencionistas

(Freedman et al., 1999; Bihari et al., 2012; Gabor et al., 2003).

La ventilacidn mecanica y el uso de farmacos vasopresores, antibiéticos, sedantes y
analgésicos han mostrado un impacto negativo en la calidad del suefio y su arquitectura

(Cooper AB et al., 2000; Bosma K et al., 2007; Parthasarathy et al., 2004).

En un estudio randomizado doble ciego con controles placebo (S Bourne et al., 2008)
que incluyé a 24 pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos, con una
estancia mayor a 5 dias, con falla respiratoria aguda que requerian de ventilacion
mecanica, y que presentaban alteraciones en el suefo asociadas a la disminucién en las
concentraciones de melatonina. A la mitad de estos pacientes se les administraron 10
mg de melatonina exdgena por via oral, a una hora constante (21:00 hrs) durante cuatro
noches seguidas, y a la otra mitad se les administré un placebo. A ambos grupos se les
permitid el uso a demanda de antifaces y tapones auriculares, asi como se hicieron
recomendaciones al personal de la unidad para reducir estimulos auditivos o luminosos
excesivos. Previo a la intervencidon se les descontinu6é la aplicacion de farmacos
vasoactivos, sedantes y analgésicos. Se realizaron mediciones de melatonina sérica y
evaluaciones del suefio nocturno a través del indice bioespectral derivado del
electroencefalograma. Se observaron incrementos en las concentraciones séricas de

melatonina similares a las dosis reportadas en los individuos sanos (picos nocturnos),
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que aunque iban disminuyendo hacia el amanecer, continuaban con niveles
suprafisioldgicos. Asi también, se encontrd que el tiempo de suefio en los pacientes a

quienes se les administro la melatonina, se prolongd 1 hora mas.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Determinar el ritmo circadiano de melatonina en pacientes con sepsis y sepsis severa,
que ingresan a la unidad de cuidados intensivos adultos, en el Hospital General Dario

Fernandez Fierro, ISSSTE. México, D.F.

3. JUSTIFICACION

Pacientes con sepsis y sepsis grave presentan diferentes alteraciones en diversos
organos, esto se conoce como disfuncion organica multiple, una caracteristica especial
que hemos observado en los pacientes criticos, es que existe una desincronizacion
interna. Esto debido seguramente a que se pierde un ritmo de ciclo suefo vigilia, debido
a las multiples intervenciones que se tiene que realizar, el tiempo que se mantiene la luz
encendida durante la noche y otros fendbmenos como los tiempos de ayuno enteral
prolongado en algunas situaciones. Todo esto tiene diferentes consecuencias sobre la
ritmicidad y secundariamente sobre diferentes procesos metabdlicos lo que contribuye a

desarrollar sindrome de desincronizacion interna.

La finalidad de este estudio fue determinar el ritmo circadiano de melatonia en los
pacientes con sepsis y sepsis severa y posteriormente determinar si esta relacionado
con el sindrome de desincronizacion interna. En una perspectiva a futuro se pretende
administrar melatonina con la finalidad de tener un impacto en la fisiopatologia de la

sepsis y sepsis severa, debido a sus multiples resultados ya demostrados en disefos

13



experimentales en animales y en los estudios ya descritos en humanos, con la finalidad

de aumentar su nivel de impacto.

Realizar protocolos estandarizados en las unidades de terapia intensiva, para regular la
intensidad de la luz, mantener un ciclo luz oscuridad estricto y mejorara condiciones del
ambiente, como el ruido con la aplicacion de tapones auditivos en la noche, colocacion

de antifaz ocular, mejorar la calidad de suefio y la administracion de melatonina.

4. HIPOTESIS

Pacientes con sepsis y sepsis grave presentan alteraciones en el ritmo circadiano de

melatonina.

5. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar el ritmo circadiano de melatonina en pacientes con sepsis y sepsis severa
que ingresan a la unidad de cuidados intensivos, en el Hospital General, Dr. Dario
Fernandez Fierro. Determinar las condiciones generales de luz a la cual estan expuestos
los pacientes incluidos en este estudio. Determinar el ritmo circadiano de cortisol durante

la fase de estudio.

5.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el ritmo circadiano de melatonina.
Determinar el ritmo circadiano de cortisol durante la fase de estudio.
Determinar la intensidad de la luz, para establecer las condiciones de luz a la cual esta

expuesto el paciente durante la fase de estudio.
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6. METODOS Y DISENO

Tipo de estudio: Observacional, analitico y transversal.

Se incluyeron en este estudio un total de 20 pacientes que cumplian con el diagnéstico
de sepsis o0 sepsis severa, de los cuales 5 se excluyeron por requerir el uso de
vasopresores durante la fase estudio, 3 por desarrollo de delirio y falta de cooperacién
para la toma de muestras y 2 por no desear continuar el estudio. Los 10 pacientes que
permanecieron en el estudio se mantuvieron durante un periodo de tiempo de 24 horas
en la Unidad de Terapia Intensiva, se determino la intensidad de la luz a la cual estaban
expuestos, lo cual se cuantifico con un luxémetro electrénico cada 3 horas y se tomaron
muestras de saliva cada 3 horas, al final se analizaron un total de 80 muestras de saliva

para determinar niveles de melatonina y cortisol.

Este estudio fue realizado en la unidad de cuidados intensivos del Hospital General
Dario Fernandez Fierro, ISSSTE, bajos las normas de seguridad y ética, bajo
consentimiento informado autorizado por familiares o por el propio paciente en los casos
en que esto sea posible. El estudio fue realizado en el periodo de octubre del 2014 a
enero del 2015, las muestras se procesaron en el laboratorio de Cronobiologia Clinica y
Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma de

México.

6.1. PROCEDIMIENTOS

Se determinaron los niveles de melatonina en saliva cada 3 horas, para caracterizar el
ritmo circadiano.
Se determinaron los niveles de cortisol en saliva, los cuales serviran para determinar un

ritmo circadiano en especifico durante el tiempo de estudio.
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Se determino la intensidad de la luz a la cual esta expuesto el paciente durante la fase
de estudio con un luxdmetro marca HER-410 Steren, México y se establecieron las

condiciones basales de iluminacion.

6.2. CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron pacientes con diagnostico de sepsis y sepsis severa, este definido en
base a los criterios de la guia sobreviviendo a la sepsis (Surviving Sepsis Campaign:
International Guidelines for Management of Severe Sepsis and Septic Shcok: 2012) y

hospitalizados en la unidad de terapia intensiva.

Pacientes con edad entre 20 y 80 afios.

Consentimiento informado firmado.

Sin tratamiento con vasopresores previo a su ingreso o durante el tiempo de

intervencion.

6.3. CRITERIOS DE EXCLUSION

Pacientes bajo tratamiento con vasopresores o con antecedentes de uso de los mismos
previo a su ingreso.

Pacientes fuera del rango de edad considerado para el protocolo.

Paciente con algun padecimiento que impedia la toma de muestras.

6.4. CRITERIOS DE ELIMINACION

Pacientes que durante la obtencidn de muestras requeria manejo con vasopresores.

Pacientes que no deseaba continuar en el estudio.
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6.5. DISENO

Este estudio se realizé en la unidad de cuidados intensivos del Hospital General Dario
Fernandez Fierro, ISSSTE, bajos las normas de seguridad y ética, bajo consentimiento
informado autorizado por familiares o por el propio paciente en los casos en que esto fue
posible. El estudio fue realizado en el periodo de octubre del 2014 a enero del 2015, las
diferentes muestras se mantuvieron congeladas y se trasladararon con las medidas de
seguridad correspondientes para evitar contagios. Se procesaron en el laboratorio de
Cronobiologia Clinica y Experimental de la Facultad de Medicina de la Universidad
Nacional Auténoma de México.

Se obtuvieron muestras de saliva con una pipeta de plastico estéril y desechable, se
colecté 1ml de saliva, tomada por succion del area sublingual y se depositara en tubos
eppendorf, las cuales se mantuvieron congeladas en una hielera con hielo seco a una
temperatura de -20 ° Centigrados. Dichas muestras se trasladaron al laboratorio de
Cronobiologia Clinica y Experimental de la Facultad de Medicina UNAM, en donde se
procesaron bajo método de ELISA mediante Kit para melatonina (Melatonin direct Saliva

ELISA), cortisol (Cortisol ELISA) respectivamente.

Las muestras de saliva fueron tomadas cada 3 horas, durante un periodo de 24 horas,
iniciando a las 07:00 y continuando respectivamente; 10.00, 13:00, 16:00, 19:00, 22:00,
01:00, 04:00 hrs, y se analizaron un total de 80 muestras respectivamente, para
determinar niveles de melatonina y cortisol, con la finalidad de determinar el ritmo

circadiano de cada uno.

Se medio la intensidad de la luz con un luxémetro electrénico, cada 3 horas, durante la
fase de estudio, con la finalidad de establecer las condiciones de iluminacién a las

cuales se mantuvieron los pacientes en estudio.
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Todos los datos obtenidos fueron registrados en hojas individuales del programa Excel,
para mantener una base de datos.

Todos los equipos de medicion de ELISA se procesaran con un sistema computarizado.
La informacién obtenida se analizd para estadistica descriptiva, calculando promedios,
media, desviacion estandar, y posteriormente en el programa Statics se analizo
mediante sistema estadistico ANOVA de medidas repetitivas. Asi mismo se realizaron

pruebas Post — Hoc para determinar que medias difieren entre si.

7. RESULTADOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Se incluyeron en este estudio un total de 20 pacientes, de los cuales 5 fueron excluidos
por requerir el uso de vasopresores durante la fase de estudio, 3 desarrollaron delirio y
se excluyeron por falta de cooperacién para la toma de muestras y 2 decidieron no
continuar el estudio. Finalmente 10 pacientes concluyeron el estudio, con una media de
edad de 51 anos * 8,1 todos hospitalizados en el area de terapia intensiva, un promedio
de dias de estancia de 3, mantenidos en un ambiente de la unidad de cuidados

intensivos sin modificacidon de las condiciones de luz.

Intensidad de luz.

Durante el estudio se observod que existe un patron muy similar en cuanto a la intensidad
de la luz en las diferentes areas de la unidad de terapia intensiva, con un promedio de
347.07 +41 Lux/min, durante el dia y 25+7.47 lux/min durante la noche, como se muestra

en la Fig. 1, el nivel mas alto detectado es a las 13:00hrs (990 Lux/min) y el nivel minimo

18



registrado fue a las 01:00 hrs (3 Lux/min). Con lo cual podemos demostrar que existe un

ritmo en el ciclo luz-oscuridad de aproximadamente 24 horas.

RITMO CIRCADIANO DE ILUMINACION
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Fig. 1. En la siguiente grafica podemos observa que se mantiene un ritmo en el ciclo luz-

oscuridad de aproximadamente 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.

Melatonina.

Los niveles salivales de melatonina muestran una desorganizaciéon del ritmo asociado al
ciclo luz oscuridad, ya que existe una gran dispersion entre pacientes por lo cual la
desviacion estandar no permite que sean significativos todos los valores entre el dia y la

noche. Sin embargo la acrofase del ritmo de melatonina se conserva (Figura 2), y el
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analisis estadistico ANOVA de una via muestra que existe una diferencia

estadisticamente significativa en el factor tiempo (F (1,7= 2,88; p < 0.01).
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Fig. 2. La acrofase del ritmo de melatonina se conserva (*), sin embargo existe una
desorganizacion del ritmo asociado al ciclo luz oscuridad, ya que existe una gran

dispersidn entre pacientes.
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Ritmo circadiano de cortisol.
Los niveles de Cortisol salival muestran una disminucion de la amplitud en el ritmo y por
lo tanto un aplanamiento (Figura 3), el ANOVA del factor tiempo, resulta

estadisticamente no significativo (F (17) = 0.973; p=NS).
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Fig. 3. En la siguiente grafica se observa una disminucion de la amplitud en el ritmo y
por lo tanto un aplanamiento en el ritmo circadiano.
Relaciéon entre los niveles de melatonina y la intensidad de la luz.
Al comparar los niveles de melatonina con la intensidad de la luz (Fig. 4), vemos que

existe un patréon muy similar a lo fisiolégico, en el cual los niveles mas altos de

melatonina se alcanzan cuando la intensidad de la luz es mas baja y viceversa, sin
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embargo en el punto temporal de las 07:00 vemos como a pesar de que la intensidad de
luz registrada es alta (300 Lux/min), existe un incremento en el nivel de melatonina lo
cual muestra que la influencia de la luz en este punto temporal no influye sobre los

niveles de melatonina.
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Fig. 4. La siguiente grafica compara la influencia de la luz sobre la melatonina, observe
como la influencia de la luz en el punto temporal de las 07:00hrs no influye sobre los

niveles de melatonina.
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8. DISCUSION

Actualmente existen algunos estudios experimentales en animales, que demuestran la
importante influencia que tiene la sepsis en la perdida de los ritmos circadianos y que
intentan limitar el curso de la historia natural de la sepsis al administrar melatonina
exdgena. La primera evidencia de que la melatonina controla el dafo inducido por
lipopolisacaridos realizado en ratas, fue reportado por Sewerynek y colaboradores.
Aunque hay pocos estudios clinicos experimentales en humanos, la mayoria coincide en
que hay diversos factores que influyen en la perdida de los ritmos circadianos, siendo los
principales; el ambiente hospitalario, la influencia de la luz constante en las unidades
médicas, falta de un control estricto para mantener un ciclo luz-oscuridad, el ruido, falta
de horarios fijos de alimentacion, algunos farmacos como vasopresores y sedantes,
desarrollo de delirio y la presencia de sepsis por si sola.

La melatonina ha mostrado beneficios en el manejo del choque séptico, se presume que
tiene propiedades antiinflamatorias que disminuyen Ila liberacion de citoquinas
proinflamatorias como el factor de necrosis tumoral a, suprime la expresion genética de
la oxido nitrico sintetasa inducible y también ha mostrado un fuerte efecto anti apoptoético
(Venkataramanujan Srinivasan 2010). En el estudio de Verceles A.C.et al., Critical Care
(2012), en el cual se analizaron 7 pacientes en condiciones de UCI, se demostré que
existe una diferencia en los niveles de intensidad de luz en el factor tiempo, con una
significancia estadistica (p<0,001) sin embargo el analisis de niveles de 6-
Sulfatoximelatonina (metabolito final de melatonina) no mostré significancia estadistica
en el factor tiempo (p<0.5), en la regresion lineal entre los niveles de intensidad de luz y
niveles de 6- Sulfatoximelatonina no se aprecié una relacion entre ellos. Al compararlo

con nuestro estudio, podemos demostrar que a pesar de que se mantiene un ritmo
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circadiano muy similar al fisiolégico, manteniendo una acrofase a las 01:00hrs, existe
una desorganizacion del ritmo en un punto temporal, en el cual también la influencia de
la luz no interviene en disminuir los niveles de melatonina (punto temporal 07:00hrs), lo
cual puede ser explicado por perdida del ritmo circadiano, 0 como una respuesta al
sindrome de respuesta inflamatoria sistémica asociado a sepsis, como lo ha demostrado

Venkataramanujan Srinivasan et al., en su estudio de Melatonin in septic shock (2010).

Nuestro estudio fue con la finalidad de caracterizar el ritmo circadiano de melatonina en
pacientes con sepsis, y la influencia de la luz a la cual estan expuestos nuestros
pacientes en la unidad de cuidados intensivos, ademas de haber sido muy estrictos con
los criterios de exclusion, con la finalidad de eliminar cualquier condicion que pudiera
influir directa o indirectamente sobre los niveles de melatonina y asi darle mayor peso a
nuestra hipétesis. En otro estudio prospectivo observacional (Shiho Yoshitaka et al,.
2013) que incluyd a 40 pacientes en estado posoperatorio y que requirieron estancia al
menos durante 48 horas en la unidad de cuidados intensivos, se demostré el desarrollo
de delirio en el 33% de los pacientes, y niveles significativamente bajos de melatonina
en el periodo posquirurgico (p= 0,036) en comparacion con los que no desarrollaron
delirio. Sin embargo los pacientes incluidos en este estudio requirieron durante la fase
de estudio, el uso de propofol y ventilacidn mecanica, lo cual ha sido ya demostrado
como factores que intervienen en la disminucion de los niveles séricos de melatonina
(Avelino C. Verceles et al., 2012), lo cual genera la duda en si la asociacion entre los
niveles bajos de melatonina y desarrollo de delirio son significativos. Por tal motivo en
nuestro estudio excluimos cualquier condicidon ya determinada, que contribuya en

modificar los niveles de melatonina.
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8.1. CONCLUSIONES.

La perdida de los ritmos circadianos se considera multifactorial, la asociacién entre
sepsis y la pérdida del ritmo circadiano de melatonina, puede ser demostrada al excluir
otros factores asociados como lo son medicamentos, ventilacion mecanica y los cambios
fisiologicos propios de la edad, nuestro estudio demuestra que la sepsis por si sola tiene
una gran influencia en la pérdida del ritmo circadiano de melatonina. También pudimos
demostrar que la influencia de la luz no fue un factor que intervino en los niveles de
melatonina, lo cual abre paso a realizar nuevos estudios, ampliando nuestro universo de
estudio, realizar manipulaciones, manteniendo ciclos estrictos de luz - oscuridad y
realizar intervenciones con melatonina exdégena, con la finalidad de resincronizar o para

prevenir la perdida de los ritmos circadianos.

8.2. PERSPECTIVAS A FUTURO.

Nuestro estudio tiene la finalidad de poder contribuir en el conocimiento de los ritmos
circadianos y como se ven éstos afectados en los pacientes que se encuentran en
condiciones de hospitalizacion en una unidad de cuidados intensivos.

Tenemos la finalidad de poder publicar el estudio realizado y abrir nuevos proyectos de
investigacion, ya que en la actualidad existen pocos estudios clinicos.

En un futuro, se pretende determinar, silas alteraciones en el ritmo de melatonina se
correlacionan con el sindrome de desincronizacion interna.

Se pretende administrar melatonina con la finalidad de tener un impacto en la

fisiopatologia de la sepsis y sepsis severa, esto en base a los resultados demostrados
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en disefios experimentales tanto en animales como en humanos, con la finalidad de
aumentar su nivel de impacto.

Realizar protocolos estandarizados en las unidades de terapia intensiva, para regular la
intensidad de la luz, mantener un ciclo luz oscuridad estricto y mejorara condiciones del
ambiente con la aplicacion de tapones auditivos en la noche, colocacion de antifaz

ocular, mejorar la calidad de suefo y la administracion de melatonina.
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